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Vzpostavitev eksperimentalnega sistema na osnovi fotosinteznih barvil za 
spremljanje rasti vodnih mikroorganizmov v kokulturi 
 
Povzetek 
Kokulture alg in cianobakterij so pomembne zaradi študija interakcij mikroorganizmov v 
okolju ter potenciala za biotehnološko proizvodnjo. Eden glavnih izzivov pri delu s 
kokulturami je analiza sistema in določanje mehanizma interakcije med organizmi. V 
diplomskem delu smo predstavili teoretično ozadje kokultur alg in cianobakterij ter 
predlagali metodo, ki bi omogočala selektivno določanje velikosti populacij različnih alg 
ali cianobakterij v kokulturi. Metoda temelji na merjenju fluorescence fotosinteznih 
pigmentov v vzorcu kokulture in izračunu števila celic na osnovi umeritvene krivulje. Ker 
imajo lahko fotosintezni organizmi v celicah različne pigmente, bi s spremljanjem 
fluorescence takih pigmentov, po katerih se organizmi razlikujejo, lahko določili število 
celic posameznih vrst organizmov. Odvisnost od razlik v fotosinteznih pigmentih pa je 
hkrati tudi glavna slabost predlagane metode, saj potreba po uporabi organizmov z 
različnimi pigmenti močno omeji nabor za analizo primernih kokultur. Metoda se zanaša 
tudi na druge pogoje, ki morajo veljati za izbrano kokulturo, preden jo lahko analiziramo. 
Opisali smo preliminarne eksperimente, s katerimi lahko te pogoje preverimo. 
Ključne besede: kokultura, cianobakterije, alge, fluorescenca 
  
  
Establishment of an experimental system based on photosynthetic pigments for 
tracking growth of aquatic microorganisms in co-culture 
 
Abstract 
Co-cultures of algae and cyanobacteria are crucial for the study of microbial interactions 
in the environment and the production of valuable compounds for biotechnological 
purposes. One of the main challenges of working with co-cultures are the analysis of the 
system and the determination of the interaction mechanism. In this work, we present the 
theoretical background of algae-cyanobacteria co-cultures and propose a method for 
determining the population sizes of cyanobacteria or algae in co-cultures. The method is 
based on the measurement of photosynthetic pigment fluorescence and the calculation of 
cell number via a calibration curve. Since various photosynthetic organisms possess 
different pigments, specific pigment fluorescence could be used to determine the 
population size of a particular species. Dependence on the difference in pigments is also 
the proposed method's major flaw, as this requirement drastically limits the number of 
organisms suitable for this method. Before using the method, the selected co-culture must 
also meet several other conditions. We present some preliminary experiments, which can 
be used to determine these conditions. 
 
Keywords: co-culture, cyanobacteria, algae, fluorescence  
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1 Uvod 
 
Tehnologije kokultur imajo pred standardnimi metodami gojenja mikroorganizmov v 
monokulturi številne prednosti. S hkratnim gojenjem več vrst mikroorganizmov 
kokulture bolje posnemajo naravno okolje in so tako primernejše za študij interakcij med 
organizmi in populacijami, poleg tega pa lahko v številnih primerih te interakcije 
izkoristimo tudi v industrijske namene [1, 2]. S kokulturo lahko na primer bolje 
posnemamo in vivo stanje človeškega tkiva pri preizkušanju zdravil, s hkratnim gojenjem 
dveh simbiontskih mikroorganizmov lahko omogočimo rast vrstam, ki in vitro niso 
obstojne [1], pri delu z glivami, algami ali cianobakterijami pa lahko kokulture 
izkoristimo tudi za povečevanje biomase za pridobivanje snovi [2, 3]. Poleg tega nam 
kokulture omogočajo raziskovanje signalizacije med raznimi mikroorganizmi, kar lahko 
izkoristimo tudi za pridobivanje antibiotikov in drugih sekundarnih metabolitov, brez 
potrebe po podrobnem razumevanju njihovega metabolizma. Določen organizem ima 
lahko v prisotnosti različnih organizmov iz njegovega naravnega okolja različne 
metabolne odzive in z ustrezno nastavljeno kokulturo bi lahko dosegli sintezo molekul, 
ki jih sicer ne bi mogli pridobivati [4].  
V splošnem pod pojem kokulture uvrščamo vsak sistem, kjer hkrati gojimo vsaj dve 
različni populaciji in jima omogočamo določeno mero medsebojnega stika. Pri 
vzpostavitvi kokulture sta ključna parametra, ki ju moramo upoštevati, stopnja ločitve 
populacij in način analize kokulture. Celicam različnih populacij lahko omogočimo 
direkten stik, ali pa jih omejimo, tako da lahko med njimi prehajajo zgolj določene 
molekule. Nadzor prehajanja molekul med populacijami je lahko ključnega pomena za 
vzpostavitev stabilne kokulture, posebno v primerih, kjer ena populacija sprošča za drugo 
esencialne ali toksične snovi. V določenih primerih je za interakcijo med populacijami 
potreben tudi neposreden stik med celicami, tako da je način ločitve populacij odvisen od 
namena dela in mora biti skrbno prilagojen za vsak posamezen primer kokulture [1]. 
Poleg ustrezne ločitve populacij je za proučevanje interakcij med organizmi bistvenega 
pomena tudi analiza populacij in njihovega medsebojnega vpliva. Pogosto v ta namen 
uporabljamo metode štetja celic, posrednega določanja velikosti populacije preko 
merjenja izbranih snovi v gojišču ali drugih pristopov. Podobno kot ločitev populacij, 
mora biti tudi analiza kokultur ustrezna glede na uporabljene organizme in namen dela, 
predstavlja pa enega glavnih izzivov pri delu s kokulturami [5]. 
V diplomskem delu predstavljamo teoretično ozadje kokultur cianobakterij in alg ter 
nekatere pogosto uporabljene pristope za določanje števila celic v kokulturah s temi 
organizmi. Zaradi omejenega nabora razpoložljivih metod za analizo kokultur 
cianobakterij in alg je v diplomskem delu predstavljen tudi predlog novega 
eksperimentalnega sistema, ki bi omogočal razlikovanje med različnimi vrstami 
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cianobakterij in alg ter ločeno analizo njihovih populacij na podlagi fluorescence 
pigmentov. 
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2 Cianobakterije in alge 
 
2.1 Taksonomska uvrstitev cianobakterij 
 
Cianobakterije predstavljajo raznoliko monofiletsko deblo fotosinteznih prokariontov 
[6]. Predniki današnjih cianobakterij so bili domnevno prvi fotosintezni organizmi 
(procianobakerije), ki so pred 3,8 milijard let izkoriščali anoksigeno fotosintezo [7]. 
Tekom evolucije so cianobakterije pridobile zmožnost oksigene fotosinteze, razvile so 
klorofil in fikobilisome, kar jih ločuje od ostalih fotosinteznih prokariontov. 
Cianobakterije veljajo za prednike plastidov v evkariontskih celicah [7].  
Različne cianobakterije so lahko prilagojene na razne pogoje in ekosisteme ter uspevajo 
v morskih, sladkovodnih ali kopenskih okoljih. Lahko so planktonske, pritrjene ali 
simbiontske [8]. Raznolike so tudi po morfologiji in so lahko enocelične, v obliki 
razvejanih ali nerazvejanih niti, ali pa imajo kompleksno večcelično zgradbo in 
diferenciran talus. Z nekaj izjemami imajo cianobakterije izmed barvil klorofil a, 
fikobilisome in karotenoide, njihove tilakoidne membrane pa so proste v citoplazmi in 
niso urejene v grane [8].  
Taksonomska razvrstitev cianobakterij temelji predvsem na morfoloških, ultrastrukturnih 
in ekoloških značilnostih ter genomskih zaporedjih posameznih vrst, vendar pa ti 
dejavniki pogosto niso usklajeni med seboj. Tako poznamo številne primere, kjer imajo 
cianobakterije lahko različen genom, a jih na podlagi morfologije praktično ne moremo 
razlikovati, hkrati pa obstajajo tudi primeri, kjer imajo morfološko različne cianobakterije 
enake genetske markerje [6]. 
Deblo Cyanobacteria  vsebuje en razred, Cyanophyceae¸ ki ga pa lahko razdelimo na več 
redov [9]. Navedeni so primeri redov, ki so jih v preglednem članku podrobneje opisali 
Komárek et. al [10]. 
 Gleobacterales: cianobakterije tega reda so domnevno najstarejša veja v 
razvoju cianobakterij in imajo številne posebne lastnosti. Predstavljajo edino 
skupino cianobakterij brez tilakoidnih membran. 
 Synechoccales: velika skupina, ki vključuje več kot 70 rodov z enoceličnimi 
ali nitastimi cianobakterijami, a najverjetneje ni monofiletska. 
Cianobakterijam tega reda so skupne tilakoidne membrane, ki potekajo vzdolž 
celične membrane (parietalno).  
 Spirulinales: predstavljajo skupino cianobakterij, ki s celicami tvorijo značilne 
spiralno zavite niti. 
 Chroococcales: celice so običajno kokoidne oblike in imajo neurejene 
tilakoidne membrane. 
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 Pleurocapsales: cianobakterije tega reda se razmnožujejo z delitvijo po več 
ravninah in zanje so značilne baeocite. 
 Oscillatoriales: sem so uvrščene cianobakterije z bolj kompleksno nitasto 
strukturo in s tilakoidnimi membranami, ki so lahko radialne, neurejene ali 
drugače razporejene. 
 Chroococcidiopsidales: za ta red so značilne ekstremofilne cianobakterije, na 
primer cianobakterije iz vročih in hladnih puščavskih okolij. 
 Nostocales: monofiletska skupina nitastih cianobakterij, ki lahko tvorijo 
diferenciran talus s posebnimi celicami, namenjenimi fiksaciji dušika in 
celicami, specializiranimi za preživetje v neugodnih razmerah. 
 
2.3 Taksonomska uvrstitev alg 
 
Izraz alge uporabljamo za polifiletsko skupino fotosinteznih evkariontskih organizmov. 
Alge imajo lahko različne morfologije – posamezne celice, različni makroskopski 
konglomerati ali kompleksne večcelične strukture z določeno mero diferenciacije –, 
vendar se od rastlin razlikujejo po pomanjkanju pravih tkiv in specializiranih spolnih 
organov. Alge so lahko zelo raznolike po velikosti in tako poznamo pikoplanktonske 
predstavnike, velike 0,2—2,0 μm, ter tudi 60 m dolge rjave alge. Zaradi velikega razpona 
možnih velikosti sta se uveljavila izraza mikroalge in makroalge [8]. 
Alge uporabljajo fotosintezo s kloroplasti, ki so se z evolucijo razvili iz cianobakterije, ki 
je vzpostavila endosimbiontsko razmerje z evkariontskim gostiteljem in postopno 
izgubila neodvisnost. S tako primarno endosimbiozo so nastale rdeče alge, zelene alge in 
glavkofiti, ki jih od ostalih alg ločimo po tem, da so njihovi plastidi obdani z dvema 
membranama. Poleg primarne endosimbioze sta se tekom razvoja evkariontov pojavili 
tudi sekundarna in terciarna endosimbioza, kjer je evkariontski gostitelj kot simbionta 
sprejel evkariontsko algo. Ta endosimbiontska alga se je z evolucijo postopno spreminjala 
in v večini primerov izgubila jedro. Alge, ki so plastide pridobile s sekundarno ali 
terciarno simbiozo imajo plastide ovite v tri ali štiri membrane, mednje pa uvrščamo 
nekatere evglene in alge razreda Chlorarachniophytes, katerih plastidi izvirajo iz zelenih 
alg, ter haptofite, heterokontne alge in dinoflagelate, ki pa so pridobili plastide iz rdečih 
alg [11]. 
Podobno kot pri cianobakterijah, tudi taksonomija alg temelji predvsem na morfologiji in 
ultrastrukturi, z uvedbo molekulskih metod pa se je velik del dotedanje taksonomske 
ureditve izkazal za ne povsem primernega in se posodablja [8]. Organizmi, ki jih 
uvrščamo med alge, taksonomsko spadajo v tri evkariontska kraljestva: rastline, kromisti 
in praživali. Nekatere razvrstitve zaradi skupnih značilnosti vključujejo tudi 
cianobakterije, čeprav to ni povsem ustrezno. Navedeni so primeri debel alg iz različnih 
kraljestev s kratkim splošnim opisom, povzetim po Gualtieri in Barsanti [8]. 
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 Rastline (v širokem smislu): 
o Glaucophyta: glavkofiti so skupina enoceličnih običkanih alg, ki jih 
najdemo v sladkovodnih in kopenskih okoljih ter se najverjetneje ne 
razmnožujejo spolno. Podobno kot cianobakterije imajo le klorofil a, 
karotenoide in fikobilisome, tilakoidne membrane pa so proste v celicah. 
o Rhodophyta: med rdeče alge spadajo predvsem makroskopske morske 
trave, poznamo pa tudi enocelične predstavnike. Rastejo predvsem v 
morjih, nekatere pa se lahko razmnožujejo tudi spolno. Zanje so značilne 
nekatere posebnosti, kot so odsotnost običkanega stadija in centriolov ter 
prisotnost fikobilisomov. Izmed klorofilov imajo le klorofil a. Tilakoidne 
membrane niso urejene, ampak so posamezne v kloroplastu. 
o Chlorophyta: zelene alge lahko najdemo v morjih, sladkovodnih okoljih 
in na kopnem, mednje pa uvrščamo razne enocelične bičkarje, kot tudi 
kompleksne in diferencirane makroalge. Za vse zelene alge je značilno 
običkano stanje. Poleg klorofila a imajo tudi klorofil b in razne 
karotenoide, tilakoidne membrane pa so urejene v grane. Nekatere zelene 
alge so pokrite z organskimi luskami, lahko pa so v simbiozi z glivami in 
tvorijo lišaje. 
 
 Chromista: alge v kraljestvu Chromista so večinoma enoceličarji, poznamo pa 
tudi številne primere kompleksnih makroalg. Kloroplaste so pridobile z 
endosimbiozo z zeleno ali rdečo algo in njihove tilakoidne membrane so urejene 
v skupke z do tremi plastmi. Poleg klorofila a imajo lahko še klorofile c1, c2 in c3, 
bogate pa so tudi z različnimi karotenoidi, ki jim dajejo rjavkasto barvo. Za te alge 
so značilne običkane razvojne stopnje, mednje pa uvrščamo tudi rjave alge in 
kremenaste alge. 
 
 Protozoa: alge tega kraljestva so večinoma enoceličarji, ki so pogosto običkani. 
Podobno kot pri kromistih so njihovi kloroplasti posledica sekundarne ali 
terciarne endosimbioze, tilakoidne membrane pa so običajno urejene v skupke s 
tremi plastmi. V to skupino uvrščamo dinoflagelate, ki imajo klorofile a, c1, c2 in 
razne karotenoide, in evglene, ki imajo klorofila a in b ter karotenoide. 
 
2.4 Gojenje cianobakterij in alg v kulturi 
 
Splošne pristope za gojenje alg in cianobakterij so temeljito pregledali Lorenz in Friedl 
[12], Wantanabe [13] ter Harrison in Berges [14]. Za gojenje alg in cianobakterij običajno 
zadostuje polica z ustrezno temperaturo in osvetlitvijo. Osvetlitev je lahko s sončno 
svetlobo ali z umetno svetlobo, priporočljiva pa je uvedba cikla, tako da se izmenjujejo 
svetla in temna obdobja. Neustrezen cikel ali prekomerna osvetljava lahko pri nekaterih 
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bolj občutljivih vrstah privedeta do spremenjene morfologije ali poškodbe zaradi 
fotooksidacijskega stresa. Jakost osvetlitve se načeloma prilagaja potrebam posamezne 
vrste, vendar za večino primerov zadostuje standardna jakost 10–30 mmol fotonov· m–2 
· s–1. Veliko vrstam ustreza temperatura med 15 °C in 20 °C [12]. 
Posoda, v kateri gojimo alge ali cianobakterije, mora biti prosojna in postavljena tako, da 
je kultura čim bolj enakomerno osvetljena, omogočati pa mora tudi izmenjavo plinov ter 
preprečevati kontaminacijo. Za večino planktonskih vrst je primerna posoda 
erlenmajerica s steklenim ali silikonskim zamaškom [12].  
Ker alge in cianobakterije pogosto zasedajo podobne ekološke niše in živijo v primerljivih 
okoljih, imajo tudi njihova gojišča veliko skupnih lastnosti. V zbirki kultur alg in praživali 
(ang. Culture collection of algae and protozoa) Škotskega združenja za morsko znanost 
(ang. The Scottish Association for Marine Science) [15] je tako za večino vrst zelenih in 
rdečih alg ter cianobakterij uporabljenih le nekaj gojišč. V splošnem so gojišča 
sestavljena iz hranil (ogljik, dušik, fosfor in silicij), glavnih ionov (Na+, K+, Mg2+, Ca2+, 
Cl–, SO4
2–), mikronutrientov (železo, mangan, cink, kobalt, baker, molibden, selen) in 
vitaminov (tiamin, cianokobalamin, biotin), ki jih mnoge alge potrebujejo za uspešno rast 
[13, 14], cianobakterije pa običajno ne [16]. 
Za optimalno rast morajo biti gojišča prilagojena potrebam specifične vrste, ki jo želimo 
gojiti, vendar pa veliko cianobakterij in alg uspeva tudi v bolj splošnih gojiščih 
namenjenih širši uporabi, ki so jih v seznamu receptov opisali Andersen, Berges, Harrison 
in Watanabe [17]. Medtem ko za boljšo ponovljivost in predvidljivost uporabljamo 
definirana gojišča (BG-11, BBM (Boldovo osnovno gojišče, ang. Bold's basal medium), 
3N BBM+V (BBM s trojnim dušikom in dodatkom vitaminov), Chu#10 (Chujevo gojišče 
št. 10) in ESAW (obogatena raztopina z umetno morsko vodo, ang. enriched solution with 
artificial water)), pa zaradi učinkovite rasti mikroorganizmov pogosto uporabljajmo tudi 
kompleksna gojišča s filtrirano okoljsko vodo (f/2) ali ekstraktom prsti (GPM, gojišče za 
splošno uporabo, ang. general purpose medium) [17]. Primerjava nekaterih omenjenih 
gojišč je prikazana v tabeli 1. 
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Tabela 1: Primerjava koncentracij sestavin pogosto uporabljenih definiranih gojišč. Prikazane so koncentracije 
snovi v končnem gojišču, zato so podatki o molekulah vode, ki so vezane v trdnih kristalohidratih, izpuščeni. 
Uporabljeni so podatki iz receptov, podanih v viru [17].  
Sestavine 
gojišč 
Koncentracija sestavin v gojišču [mol/L] 
BG-11 BBM 3N BBM + V Chu#10 ESAW 
citrat 
3,12 × 10–5    
železov 
amonijev 
citrat 
~ 3  × 10–5    
NaCl 
 4,28 × 10–4  3,63 × 10–1 
NaF 
   6,67 × 10–5 
Na2SO4 
   2,50 × 10–2 
KCl 
   8,03 × 10–3 
KBr 
   7,25 × 10–4 
NaNO3 
1,76 × 10–2 2,94 × 10–3 8,82  × 10–3  5,49 × 10–4 
Ca(NO3)2 
  2,44 × 10–4  
K2HPO4 
1,75 × 10–4 4,31 × 10–4 2,87 × 10–5  
KH2PO4 
 1,29 × 10–3   
NaH2PO4 
    
MgSO4 
3,04 × 10–4 3,04 × 10–4 1,01 × 10–4  
CaCl2  
2,45 × 10–4 1,70 × 10–4  9,14 × 10–3 
MgCl2 
   4,71 × 10–2 
SrCl2 
   8,18 × 10–5 
Na2CO3 
1,89 × 10–4  1,89 × 10–4  
NaHCO3 
   2,07 × 10–3 
Na2SiO3 
  2,05 × 10–4 1,06 × 10–4 
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EDTA 
 1,71 × 10–4   
Na2EDTA 
   1,49 × 10–5 
MgNa2EDTA 
2,79 × 10–6    
KOH 
 5,53 × 10–4   
FeSO4 
 1,79 × 10–5   
FeCl3 
 4,93 × 10–6  6,55 × 10–6 
H3BO3 
4,63 × 10–5 1,85 × 10–4  3,72 × 10–4 
MnCl2 
9,15 × 10–6 7,28 × 10–6   
MnSO4 
   2,42 × 10–6 
ZnSO4 
7,65 × 10–7 3,07 × 10–5  2,54 × 10–7 
CuSO4 
3,16 × 10–7 6,29 × 10–6   
Na2MoO4 
1,61 × 10–6   6,12 × 10–9 
MoO3 
 4,93 × 10–6   
Co(NO3)2  
1,70 × 10–7 1,68 × 10–6   
CoSO4 
   5,69 × 10–8 
Na2SeO3 
   1,00 × 10–9 
NiCl2 
   6,27 × 10–9 
tiamin (B1) 
  4,52 × 10–10  2,96 × 10–7 
biotin (H) 
  5,12 × 10–10  4,09  × 10–9 
cianokobal-
amin (B12) 
  9,22 × 10–11  1,48 × 10–9 
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3 Fotosintezna barvila cianobakterij in alg 
 
Fotosintezni pigmenti opravljajo ključne vloge pri svetlobnih reakcijah alg in 
cianobakterij [18]. Glavne pigmente lahko na podlagi kemijske zgradbe razdelimo v tri 
skupine: klorofili, karotenoidi in fikobiliproteini. Bistvene značilnosti pigmentov so 
predstavljene v preglednih delih Moroneya in Ynalveza [18] ter Gnatta in Cunninghama 
[19]. Karotenoide je podrobneje predstavil Takaichi [20], fikobiliproteine in fikobilisome 
pa so opisali Glazer [21] in Singh et al. [22]. 
 
3.1 Klorofili 
 
Klorofili so skupina molekul, katerih glavni značilnosti sta porfirinski obroč z vezanim 
Mg2+ ionom in hidrofobni rep, razlikujejo pa se po skupinah vezanih na obroč in 
posledično različnih spektroskopskih lastnostih. Klorofili so zelene barve in tako najbolje 
absorbirajo rdečo ter modro svetlobo (tabela 2). Zaradi svoje ključne vloge kot glavni 
katalizator pri prenosu elektronov v svetlobnih reakcijah fotosinteze je klorofil a 
ubikvitaren pri vseh oksigenih fotosinteznih organizmih, medtem ko se prisotnost ostalih 
klorofilov pri organizmih razlikuje in so predvsem značilnost evkariontov (tabela 3) [19]. 
Klorofil a v reakcijskem centru fotosistemov je odgovoren za prenos elektronov, obdajajo 
ga pa še številne dodatne molekule klorofilov, ki so vezane na proteine tako, da 
omogočajo prenos energije iz zunanjih delov fotosintetskega kompleksa [23, 24]. Poleg 
klorofila a obstajajo tudi klorofil b, c1, c2, c3 in d, ki običajno sodelujejo v antenskih 
kompleksih, kjer zajemajo svetlobo drugačnih valovnih dolžin kot klorofil a [19]. 
 
3.2 Karotenoidi 
 
Karotenoidi so zelo raznovrstna skupina pigmentov, ki jih najdemo tako pri raznih 
mikroorganizmih, kot tudi pri rastlinah, glivah in živalih. Zanje so značilni odtenki 
rumene, oranžne in rdeče, absorbirajo pa svetlobo modre barve (tabela 2) [20]. Zaradi 
nizkega kvantnega izkoristka jih pogosto obravnavajo kot šibko fluorescenčne spojine 
[25]. Najpogosteje so karotenoidi linearne molekule, zgrajene iz osmih izoprenilnih enot, 
skupaj 40 ogljikovih atomov, vendar so lahko tudi podaljšane ali skrajšane. Za fotosintezo 
pomembni karotenoidi imajo na koncih obroče, vsebujejo pa tudi veliko konjugiranih 
dvojnih vezi. Med karotenoide uvrščamo karotene, ki ne vsebujejo kisikovih atomov, in 
ksantofile, oksigenirane derivate karotenov [20]. 
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Tabela 2: In vitro spektroskopske značilnosti pogostih pigmentov cianobakterij in alg. Kjer je pri absorpcijskih 
vrhovih navedenih več vrednosti, se te nanašajo na več posameznih vrhov. Na spektroskopske lastnosti pigmentov lahko 
vpliva njihovo neposredno kemijsko okolje, tako da se lahko natančne vrednosti pri različnih organizmih razlikujejo 
[21]. Pri karotenoidih je naveden razpon absorbance, saj se podatek nanaša na več spojin hkrati. Viri za podatke so 
navedeni v tabeli. 
Pigment Absorpcijski vrh 
[nm] 
Emisijski vrh 
[nm] 
Vir 
klorofili    
a 430, 662 668 
[26]* 
b 457, 646 652 
c1 446,578,629 633 
c2 445,581,630 635 
c3 453,586,626 635 
karotenoidi 440–450 500 [25] 
fikocianini    
C-fikocianin 620 648 
[21] 
R-fikocianin 618,555 636 
fikoeritrocianin 590,568 507 
alofikocianin   
alofikocianin 650 660 
alofikocianin B 670,618 680 
fikoeritrini   
b-fikoeritrin 563,545 570 
B-fikoeritrin 563,545,498 575 
C-fikoeritrin 564 577 
R-fikoeritrin 567,540,498 578 
* V tabeli so navedeni podatki za klorofile v topilih na osnovi acetona. 
 
Karotenoidi v fotosinteznih organizmih sodelujejo pri zajemanju svetlobe, pomembni pa 
so tudi za zaščito organizma pred oksidativnim stresom, ki bi lahko nastal kot posledica 
močne svetlobe [19]. β-karoten je tako na primer prisoten v reakcijskih centrih in 
osrednjem delu obeh fotosistemov, kjer ima najverjetneje zaščitno vlogo. Prisoten je tudi 
v kompleksih za zajem svetlobe (ang. light harvesting complex, LHC) fotosistema II, kjer 
verjetno sodeluje pri zajemanju svetlobe, pri cianobakterijah pa lahko sodeluje pri 
prenosu energije s fikobilisomov na fotosistem II [20]. Nekatere alge, ki sintetizirajo 
velike količine karotenoidov, jih lahko shranjujejo v lipidnih kapljah [27], pri 
cianobakterijah pa so lahko vezani tudi v celično membrano [20]. 
Mnoge predstavnike karotenoidov lahko najdemo tako pri algah kot tudi cianobakterijah 
(tabela 3), prisotnost nekaterih redkejših oblik pa lahko služi kot taksonomski znak [20]. 
β-karoten je najbolj razširjen karoten in je prisoten tako pri algah kot tudi pri 
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cianobakterijah. Izmed ksantofilov je med najbolj razširjen zeaksantin, ki ga najdemo pri 
cianobakterijah in mnogih algah, medtem ko je lutein bolj značilen za zelene in rdeče 
alge. Kot pomožna pigmenta sodelujeta tudi peridinin pri dinofitih in fukoksantin pri 
rjavih algah ter diatomejah [19].  
 
Tabela 3: Razširjenost pigmentov pri cianobakterijah in algah. Legenda: β-kar – β-karoten; γ-kar – γ-karoten; zea – 
zeaksantin; lut – lutein; neo – neoksantin; fuko – fukoksantin; dino – dinoksantin; dia – diadinoksantin; vau – 
vaucheriaksantin; pc – fikocianin; apc – alofikocianin; pe – fikoeritrin. Tabela je povzeta iz virov [8, 19]. 
Taksonomska 
skupina 
Klorofili Karotenoidi  Fikobiliproteini 
cianobakterije 
(Cyanophycae) 
a zea, β-kar pc, apc, pe 
glaukofiti 
(Glaucophycae) 
a zea, β-kar pc, apc, pe 
rdeče alge 
(Rhodophycae) 
a zea, lut, neo, β-kar pc, apc, pe 
zelene alge 
(Chlorophycae) 
a, b lut, zea, γ/β-kar, neo  
alge kraljestva 
Chromista 
a, c1, c2, c3 fuko, zea, dia, b-kar, vau  
alge kraljestva 
Protista 
a, b, c1, c2 fuko, per, gyr, dia, dino, 
γ/β-kar 
 
 
 
3.3 Fikobiliproteini in bilini 
 
Fikobiliproteini so družina sorodnih proteinov, značilnih za cianobakterije, rdeče alge, 
kriptofite in glavkofite (tabela 3), ki se povezujejo v supramolekularne komplekse, 
imenovane fikobilisome [22]. Na podlagi spektroskopskih značilnosti ločimo tri skupine 
fikobiliproteinov: fikocianini in alofikocianini, ki so modre barve in absorbirajo rdečo 
svetlobo, ter fikoeritrini, ki so rdeče barve in absorbirajo zeleno svetlobo (tabela 2) [21]. 
Alofikocianini in fikocianini so prisotni v vseh organizmih s fikobilisomi, medtem ko so 
fikoeritrini v nekaterih primerih odsotni [19, 28]. Osrednjo vlogo pigmenta v 
fikobilisomih opravljajo tetrapirolni kromoforji imenovani bilini, ki so preko tioetrske 
vezi kovalentno vezani na fikobiliproteine. Za fikocianine in alofikocianine je tako 
značilen predvsem fikocianobilin, medtem ko sta na fikoeritrine vezana fikoeritrobilin in 
fikourobilin [21]. 
Monomer fikobiliproteina je sestavljen iz polipeptidov α in β, ki imata nase vezano 
določeno število ustreznih bilinov. Čeprav sta si polipeptida α in β podobna po 
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aminokislinskem zaporedju, ima β običajno vezanih več bilinov. Monomeri αβ se lahko 
povezujejo v oligomere v obliki diskov, ki so največkrat trimerni ali heksamerni, ti pa se 
v fikobilisomih nato nalagajo v valje z do štirimi diski [21]. 
 
3.4 Organizacija fotosinteznih barvil v celici 
 
Princip organizacije pigmentov je v vseh fotosinteznih organizmih enak. Osrednjega 
pomena za potek fotosinteze sta v tilakoidno membrano vgrajena fotosistema I in II z 
reakcijskima centroma, kjer svetloba inducira transport elektronov [29]. Za učinkovitejši 
potek tega procesa so se skozi evolucijo razvili antenski kompleksi, ki izboljšajo 
zajemanje svetlobe ter pridobljeno energijo z visoko učinkovitostjo posredujejo 
reakcijskemu centru. Pri cianobakterijah vlogo antenskih kompleksov opravljajo 
fikobilisomi, ki jih podrobneje opisujejo Glazer [21] in Singh et al. [22], medtem ko pri 
algah in rastlinah temu služijo kompleksi za zajem svetlobe (ang. light harvesting 
complex, LHC), katerih strukturo in delovanje so predstavili Wobbe et al. [30] in 
Minagawa et al. [31]. Rdeče alge imajo lahko oba tipa antenskih kompleksov hkrati: 
fikobilisomi so vezani na fotosistem II, medtem ko je na fotosistem I vezan LHC I. 
Organizacija antenskih kompleksov pri rdečih algah je razložena v preglednem članku 
Suja et al. [32]. 
Zaradi pomena v fotosintezi sta osrednja dela fotosistemov I in II dobro ohranjena med 
vsemi fotosinteznimi organizmi in do razlik pride predvsem pri zunanjih delih, ki 
interagirajo z antenskimi kompleksi [33, 34]. Fotosistem II je odgovoren za pridobivanje 
elektronov iz molekule vode in sproščanje kisika. V tilakoidnih membranah je organiziran 
v dimer, vendar nekatere raziskave namigujejo na možnost obstoja monomernih 
fotosistemov II in vivo [35, 36]. Osrednji del njegovega reakcijskega centra predstavlja 
dimer klorofila a, pri cianobakterijah pa je prisotnih še 36 molekul klorofila, ki sodelujejo 
pri razporejanju ekscitacijske energije in prenosu energije do reakcijskega centra, 9—10 
molekul β-karotena in veliko drugih kofaktorjev [24, 37]. Na osrednji del fotosistema II 
so vezane tudi interne proteinske antene z več molekulami klorofila, ki sodelujejo pri 
prenosu energije z bolj oddaljenih anten [24]. 
Fotosistem I z energijo absorbirane svetlobe prenese elektrone preko tilakoidne 
membrane in, podobno kot pri fotosistemu II, je funkcionalno pomemben osrednji del 
dobro ohranjen [29]. Njegova oligomerizacijska stanja se lahko med vrstami razlikujejo 
in je tako v kloroplastih rastlin v obliki monomera [23], medtem ko je za cianobakterije 
značilna trimerna [38] in v nekaterih primerih tetramerna oblika [39]. V reakcijskem 
centru je dimer klorofila, sicer pa je v celotnem kompleksu vgrajenih okoli 100 molekul 
klorofilov in 20 molekul karotenoidov [33].  
Medtem ko so si fotosistemi cianobakterij in alg dokaj podobni, pa so antenski kompleksi 
lahko zelo različni in predstavljajo povsem ločene evolucijske rešitve za problem 
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zajemanja svetlobe [19]. Kompleksi LHC so strukture značilne za evkarionte in 
predstavljajo nabor transmembranskih proteinov z vgrajenimi klorofili in karotenoidi. 
Klorofili v teh proteinih so prostorsko razporejeni na tak način, da omogočajo prenos 
energije z zunanjih delov proti reakcijskemu centru z visokim kvantnim izkoristkom [23, 
24]. Za fotosistem I je značilen LHC I, medtem ko je za fotosistem II značilen LHC II, 
čeprav se slednji lahko delno regulirano prenese tudi na fotosistem I [31]. 
 
 
Slika 1: Shematska predstavitev fotosinteznih kompleksov na tilakoidnih membranah cianobakterij (a) in zelenih alg 
(b). a) Poldiskast fikobilisom s fikoeritrinom vezan na fotosistem II in trimerni fotosistem I, povzeto na podlagi [21, 
38]. b) Kompleks Trimeri proteinov LHC II na dimernem fotosistemu II in proteini LHC I na fotosistemu I, povzeto na 
podlagi [23, 24]. Povezovalni in pomožni proteini niso prikazani. Legenda: APC — trimer alofikocianina; LHC I – 
proteini kompleksa za zajem svetlobe I; LHC II — proteini kompleksa za zajem svetlobe II; PC — heksamer fikocianina; 
PE — heksamer fikoeritrina; PS I — fotosistem I; PS II — fotosistem II. Tilakoidna membrana je ponazorjena z rumeno 
barvo. 
 
LHC II je sestavljen iz štirih trimerov, ki se s povezovalnimi antenskimi proteini 
simetrično vežejo na ustrezna mesta dimera fotosistema II [24], lahko pa je prisotnih tudi 
več šibkeje vezanih trimerov (slika 1b) [30]. Trimeri so sestavljeni iz različnih kombinacij 
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sorodnih si proteinov, ki imajo tri transmembranske vijačnice in vežejo molekule 
klorofila a, b in karotenoidov [24]. 
Pri algah monomerni fotosistem I obdaja 8—10 proteinov kompleksa LHC I, tako da je 
8 proteinov razporejenih v dve plasti na eni strani, dodatni proteini pa se lahko vežejo 
tudi na drugo stran fotosistema I (slika 1b). Podobno kot pri fotosistemu II, so tudi ti 
proteini zgrajeni iz treh transmembranskih vijačnic in nosijo klorofila a in b ter 
karotenoide [23]. 
Fikobilisomi so za razliko od kompleksov LHC, značilnih za zelene alge, zgrajeni iz 
vodotopnih proteinov in jih najdemo na površini tilakoidne membrane, kjer se vežejo na 
izpostavljen konec fotosistema II (slika 1 a). Glede na morfologijo lahko fikobilisome 
delimo na poldiskaste, snopaste in polelipsaste. Za cianobakterije in rdeče alge so značilni 
poldiskasti, nekatere rdeče alge pa imajo lahko tudi polelipsaste fikobilsome [21]. 
Poldiskasti fikobilisomi so v splošnem zgrajeni iz jedra iz 2, 3 ali 5 alofikocianinskih 
palic in 6–8 anten iz fikocianina ter fikoeritrina, ki so postavljene pravokotno na os jedra. 
Pri stabilizaciji strukture in interakciji kompleksa z reakcijskim centrom sodelujejo tudi 
posebni povezovalni proteini [22]. Polelipsasti fikobilisomi nekaterih rdečih alg so od 
poldiskastih praviloma večji zaradi večjega števila antenskih palic, medtem ko je jedro 
po zgradbi enako [32]. Palice alofikocianina najpogosteje sestavljajo štirje trimerni diski, 
medtem ko so antene zgrajene iz štirih heksamernih diskov. Diski v antenah so 
razporejeni tako, da je fikoeritrin, kadar je prisoten, prisoten na bolj oddaljenem koncu, 
medtem ko je fikocianin bližje jedru (slika 1a), vendar je njihova točna zgradba odvisna 
od organizma in pogojev rasti. Prenos energije v fikobilisomu tako v grobem poteka v 
smeri fikoeritrin  fikocianin  alofikocianin  reakcijski center [21].  
Ker so fikobiliproteini direktno povezani z izkoriščanjem svetlobe, je večina vrst 
cianobakterij sposobna sintezo fikobiliproteinov prilagoditi valovni dolžini razpoložljive 
svetlobe, kar imenujemo komplementarna kromatska adaptacija. Če cianobakterija raste 
na zeleni svetlobi, lahko zgradbo anten fikobilisomov spremeni tako, da poveča delež 
fikoeritrina glede na fikocianin in obratno v primeru rdeče svetlobe. Natančni mehanizmi 
tega procesa še niso znani, vendar se sestava antene v splošnem spremeni tako, da se 
poveča transkripcija ustreznih fikobiliproteinov in povezovalnih proteinov, poveča pa se 
tudi sinteza kromoforov primernih trenutnim pogojem svetlobe. Koncentracija manj 
ustreznega fikobiliproteina se ne zmanjšuje z aktivnim razgrajevanjem, temveč se 
njegova koncentracija v celici postopno zmanjšuje s prenehanjem sinteze in celično 
delitvijo [22].  
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4 Interakcije cianobakterij in mikroalg 
 
V svojih naravnih okoljih cianobakterije in alge neprestano interagirajo z organizmi, ki 
jih obdajajo, in zaradi možnosti vpliva na rast industrijsko pomembnih vrst je to področje 
v zadnjem času deležno velike pozornosti. Splošne značilnosti in nekateri mehanizmi 
komunikacije med temi mikroorganizmi so povzeti v preglednih člankih Ramanana et al. 
[40] ter Lutzuja in Dunforda [2]. Na podlagi medsebojnega vpliva, ki ga imajo udeleženi 
organizmi, lahko odnose razdelimo v tri skupine: mutualizem, komenzalizem ali 
parazitizem [2]. 
 
4.1 Mutualizem 
 
Mutualizem je interakcija, kjer imajo vsi udeleženi organizmi drug od drugega korist, 
pogosto zaradi izmenjave hranil, zaščite ali transporta [2]. Pri algah in cianobakterijah 
mutualizem največkrat poteka tako, da jim drugi organizmi omogočajo dostop do 
omejujočih hranil, ta pa v zameno nudijo fotosintetsko fiksiran ogljik. Te ogljikove 
spojine niso posledica lize celic, temveč prihaja do sprotne sinteze [41], predstavljajo pa 
lahko zunajcelične polimere [42] ali nizkomolekularne spojine, kot so piruvat, manitol, 
arabinoza in druge [43]. Ključna hranila, katerih izmenjava je dobro raziskana, so 
vitamini, mikronutrienti (npr. železo), makronutrienti (npr. dušik) in hormoni. 
Vitamin B12 je potreben za rast številnih alg, vendar ga alge niso zmožne sintetizirati ali 
shranjevati, v okolju pa ga je običajno premalo, da bi zadostoval za normalno rast [44]. 
Croft et al. [44] so kot možen vir vitamina B12 predlagali simbiozo z bakterijami in v svoji 
raziskavi predstavili  kokulturo alge Amphidinium operculatum in bakterije Halomonas 
sp. ter kokulturo alge Porphyridium purpureum in bakterije Halomonas sp., kjer 
organizmi uspešno rastejo brez dodatkoa vitamina B12 ali organskega ogljika. Bakterija 
je prtirjena na površino alge in je zmožna sinteze B12 de novo, alga pa v zameno izloča 
produkte fotosinteze. Podobno interakcijo so raziskovali tudi Kazamia et al. [45], ki so 
odkrili, da alga Lobomonas rostrata in bakterija Mesorhizobium sp. z izločanjem hranil 
nadzorujeta rast druga druge in dodatek bodisi vitamina B12 bodisi vira ogljika je podrl 
njuno ravnovesje. Ta pojav nakazuje, da je mutualizem v tem primeru fakultativen. 
Dodaten eksperiment z uporabo pregrade med kulturama je pokazal, da za interakcijo 
direkten stik ni potreben, vendar pa je bila izboljšana rast alg le v bližini pregrade. 
Podobna primera, kjer se alga za vitamin B12 zanaša na bakterijo in v zameno izloča vir 
ogljika, so predstavili Durham et al. [46] z algo Thalassiosira pseudonana in bakterijo 
Ruegeria pomeroyi ter Heliwell et al. [47] z algo Lobomonas rostrata in bakterijo 
Mesorhizobium loti. Kljub temu, da so tudi cianobakterije zmožne sinteze lastnega 
vitamina B12, pa so Helliwell et al. [48] dokazali, da je cianobakterijski B12 
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(psevdokobalamin) zaradi drugačne zgradbe manj uporaben za večino alg, in bi bil 
teoretično v kokulturi uporaben zgolj za alge, ki ga lahko pretvorijo. 
Poleg vitamina B12 je tudi železo pomemben omejujoč dejavnik za rast alg in 
cianobakterij. Amin et al. [49] so pokazali primer mutualizma, kjer bakterija 
Marinobacter sp. raztopljen Fe(III) s sideroforom naredi dostopnega za algo Scrippsiella 
trochoidea, ta pa nato izloča organske spojine. Do podobnega sklepa so prišli tudi Beliaev 
et al. [50], ki so proučevali interakcije med cianobakterijo Synechococcus sp. PCC 7002 
in proteobakterijo Shewanella putrefaciens in odkrili, da je pri cianobakteriji v kokulturi 
zmanjšana sinteza lastnih sideroforov, kar naj bi kazalo na olajšano dostopnost železa.  
Številne raziskave so pokazale tudi pomen izmenjevanja hranil med organizmi v 
mutualizmu. Osnovni primer je izmenjava ogljika: avtotrofni organizem izloča fiksiran 
organski ogljik, heterotrofni organizem pa ga oksidira v za fotosintezo uporaben CO2, 
hkrati pa lahko aerobni organizmi znižajo tudi raven O2, ki lahko zavira fotosintezo [2]. 
Watanabe et al. [51] so proučevali mešano kulturo alge Chlorella sorokinana, bakterij in 
glive ter kot možne vzroke za spodbujevalni učinek heterotrofov na algo navedli ravno 
proizvajanje CO2 in porabljanje O2. Tudi Beliaev et al. [50] so v svojem primeru odkrili, 
da si bakterija in alga izmenjujeta različne oblike ogljika glede na to, katere primanjkuje 
v gojišču. V gojišču z organskim ogljikom je heterotrof predstavljal vir CO2 za 
cianobakterijo, medtem ko je v gojišču s karbonatom bakterija porabljala fotosintezne 
produkte cianobakterije. Podobno vlogo kot bakterije lahko v kokulturi predstavljajo tudi 
kvasovke, ki poleg reguliranja CO2 in O2 lahko izločajo številne posebne metabolite. 
Splošen pregled interakcij kvasovk z algami pa sta predstavila Lutzu in Dunford [2]. 
Poleg ogljika igra pomembno vlogo tudi dušik, ki ga lahko alge in cianobakterije 
pridobijo s pomočjo simbionta. Takšno interakcijo so proučevali Hernandez et al. [52], 
kjer je bakterija Bacillus pumilus, ki fiksira atmosferski dušik, izboljšala rast alge 
Chlorella vulgaris, kadar je dušika v gojišču primanjkovalo. Tudi Gautam et al. [53] so 
proučevali interakcije med diazotrofnimi cianobakterijami Anabaena variabilis, Nostoc  
muscorum in Westiellopsis prolifica ter zelenimi algami Scenedesmus obliquus, Chlorella 
vulgaris in Botryococcus braunii. V splošnem se je izkazalo, da je skupne biomase v 
kokulturah bistveno več kot v monokulturah alg, vendar ponekod manj kot v 
monokulturah cianobakterij, kar nakazuje da interakcija v vseh primerih ni povsem 
mutualistična. Pri analizi sekretoma kokultur so odkrili, da se ta pri različnih kokulturah 
razlikuje, kar bi pomenilo, da so interakcije med temi vrstami specifične. 
Mutualizem na podlagi izmenjave hranil predstavljajo tudi lišaji, kjer so v tesnem stiku 
povezane alge ali cianobakterije z glivo. Splošna zgradba in delovanje lišajev s 
poudarkom na interakciji med organizmi sta predstavljena v preglednem članku Lutzuja 
in Dunforda [2]. Podobno kot pri interakcijah med algami in bakterijami, lahko alga glivi 
priskrbi vir ogljika, medtem ko gliva algi olajša dostop do drugih hranil, zaradi značilne 
filamentozne zgradbe pa gliva nudi tudi zaščito, pritrdišče in večjo površino za privzem 
vlage. Poseben primer lišaja predstavlja Lobaria pulmonaria, kjer je poleg alge in glive 
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prisotna tudi posebna struktura s cianobakterijami rodu Nostoc, ki so zmožne fiksacije 
dušika in tako pripomorejo k pridobivanju tudi tega hranila [54, 55]. 
Še en pomemben mehanizem interakcije med organizmi je komunikacija s hormoni. 
Raziskovalna skupina Bashana in de-Bashanove je s številnimi raziskavami proučevala 
koristen učinek bakterij rodu Azospirillum na rast rastlin in mikroalg, svoje ugotovitve pa 
so povzeli v preglednem članku [56]. Bakterije Azospirillum sp. so zmožne fiksacije 
atmosferskega dušika, hkrati pa lahko iz triptofana sintetizirajo avksine, ki pri algah 
spodbujajo rast in privzem dušika. S svojim delovanjem so bakterije tako izboljšale rast 
alg, vplivale pa so tudi na pigmente, vitamine in kopičenje škroba v algah. 
Podobno je preko avksinov rast alge spodbujala Emiliania huxleyi vplivala bakterija 
Phaeobacter inhibens, ki so jo raziskovali Segev et al. [57], odkrili pa so tudi, da alga 
bakteriji priskrbi vire ogljika, dušika, žvepla in fosforja. Bakterija je na uporabljenem 
gojišču v monokulturi rastla le ob dodatku vseh štirih makronutrientov, torej je v kokulturi 
brez dodatkov potrebne snovi očitno pridobila od alge. 
  
4.2 Komenzalizem 
 
Izraz komenzalizem se nanaša na interakcijo, kjer ima eden od organizmov od drugega 
korist, drugi pa od interakcije nima ne koristi, ne škode. Pregledni članek Ramanana et 
al. [40], ki se sicer ukvarja predvsem z interakcijami med algami in bakterijami, 
komentira, da se odnosi med organizmi zaradi spreminjajočih se razmer v okolju s časom 
spreminjajo. Komenzalizem lahko po njihovem mnenju predstavlja točko v prehodu iz 
mutualizma v parazitizem ali kompeticijo in se ga zato težko raziskuje.  
Primer komenzalizma kot interfaze pred pojavom kompeticije sta predstavila Bratbak in 
Thingstad [58]. Alga Skeletonema costatum pod stresnimi pogoji v okolju s 
pomanjkanjem fosforja prične izločati fiksiran ogljik, ki ga lahko nato izkoristijo bakterije 
v kokulturi. Bakterije imajo tako od alge korist, vendar pa povečana populacija bakterij 
lahko preostali fosfor privzema hitreje kot alga in njuno razmerje se iz komenzalizma 
previsi v kompeticijo. 
Watanabe et al. [51] so poleg mutualističnih interakcij med algo Chlorella sorokinana in 
heterotrofnimi mikroorganizmi naleteli tudi na bakterije, ki na rast alge niso vplivale, so 
pa se nanjo zanašale za vir ogljika in bi njihovo razmerje tako lahko uvrstili med 
komenzalizem. Kazamia et al. [45] so do podobnih sklepov prišli na primeru kokulture 
alge Chlamydomonas reinhardtii in bakterije Mesorhizobium, kjer lahko alga privzame 
bakterijski vitamin B12, vendar pa ne zmore vzdrževati rasti bakterije v gojišču brez vira 
ogljika. 
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4.3 Parazitizem in alelopatija 
 
Parazitizem je interakcija, kjer eden od organizmov negativno vpliva na drugega, sam pa 
ima od interakcije korist. Ramanana et al. [40] v svojem pregledu pod parazitizem 
uvrščajo tudi kompeticijo, kjer organizma tekmujeta za hranila in interakcija škoduje 
obema, in altruizem, kjer en organizem podpira drugega na lastno škodo. Alelopatija je 
pojav, kjer organizem svojim tekmecem ovira rast z izločanjem škodljivih kemikalij. 
Splošen pregled tega pojava pri algah in cianobakterijah sta napisala Leflaive in Ten-
Hage [59]. 
Študij parazitizma med cianobakterijami in bakterijami je pomembno pri raziskovanju 
nadzora cvetenja vod [40]. Osman et al. [60] so raziskovali interakcije med 
cianobakterijama Microcystis aeruginosa PCC 7941 in Aphanizomenon flos-aquae ter 
cianolitičnimi bakterijami značilnimi za vodni cvet. Odkrili so, da se bakterije pritrjajo 
na površino cianobakterij in vplivajo na njihovo morfologijo, fotosintezo in fiksacijo 
dušika. Segev et al. [57] so v kokulturi alge Emiliania huxleyi in bakterije Phaeobacter 
inhibens dokazali mutualistično interakcijo na podlagi avksinov, vendar pa so odkrili tudi, 
da prav ti avksini v visoki koncentraciji privedejo do propada kulture alg. Sklepajo torej, 
da tekom cvetenja vod heterotrofne bakterije z izločanjem avksinov spodbujajo rast alg v 
zameno za hranila, po določenem času pa se njihovo razmerje spremeni v parazitizem in 
visoke koncentracije avksinov privedejo do odmiranja velikega deleža alg. 
Obstajajo tudi primeri parazitizma med algami in značilen predstavnik tega so nekatere 
rdeče alge. Preuss et al. [61] so zbrali znane primere takih interakcij, vendar pa 
poudarjajo, da je pri parazitskih rdečih algah še veliko neraziskanega. Goff in sodelavci 
so v svojih raziskavah [62, 63] odkrili, da sta si parazit in gostitelj v večini primerov zelo 
sorodna, parazit pa nad gostiteljem prevzame nadzor tako, da preko citoplazemskega stika 
vanj prenese svoje jedro. 
Ker v številnih primerih alge in cianobakterije zasedajo podobne ekološke niše, v 
kokulturah med njimi pogosto pride do kompeticije in alelopatije. Boyd [64] je raziskoval 
medsebojni vpliv različnih cianobakterij in zelenih alg v kokulturi. Opazil je, da 
organizmi v splošnem skupaj rastejo slabše kot v monokulturah, vendar pa so se učinki 
razlikovali. Cianobakterija Nostoc muscorum na primer ni inhibirala nobene od sedmih 
uporabljenih alg, medtem ko so imele cianobakterije Oscillatoria rubescens, Anabaena 
flos-aquae, Microcystis aeruginosa in Coccochloris peniocystis ter alga Chlamydomonas 
sp. izrazit negativen učinek na rast alg. Eksperimenti s filtrati cianobakterijskih vzorcev 
so potrdili, da je inhibicija posledica molekul, ki jo te izločajo v gojišče, zaradi različnih 
učinkov cianobakterij na iste vrste alg pa je sklepal, da gre za različne molekule pri 
različnih vrstah. Tudi Bubak et al. [65] so raziskovali alelopatske učinke med 
cianobakterijami in odkrili, da Synechococcus sp. z izločanjem snovi negativno vpliva na 
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rast fitoplanktona v vzorcih, vendar pa so bile nekatere vrste na ta vpliv manj občutljive, 
najverjetneje zaradi koevolucije z alelopatsko vrsto. 
Tudi druge raziskave, ki so proučevale negativne učinke sobivajočih cianobakterij in alg, 
so odkrile njihovo zmožnost izločanja inhibitornih molekul. Wilson et al. [66] so pri 
gojenju cianobakterije Tolypothrix tenuis opazili upočasnjeno rast, kadar so jo gojili 
skupaj z algami Nephrocytium sp., oslabljena pa je bila tudi zmožnost fiksacije dušika. 
Rast Nephrocytium sp. je bila v kokulturi počasna, zato sklepajo, da dolgotrajna inhibicija 
rasti cianobakterij ni bila na račun kompeticije za hranila, temveč posledica inhibitornih 
molekul. Mikheev et al. [67] so odkrili negativno interakcijo tudi pri algah Scenedesmus 
quadricauda in Monoraphidium arcuatum. Njun medsebojni vpliv so raziskovali s 
kokulturami in s prenašanjem brezceličnih filtratov iz ene monokulture v drugo, v vseh 
primerih pa so odkrili, da organizma zavirata rast drug drugega. S. quadricauda je imela 
na M. arcuatum močnejši vpliv kot pa obratno, najverjetneje pa je šlo za škodljiv učinek 
sintetiziranih metabolitov in kompeticije za hranila. Felpeto et al. [68] so raziskovali 
kokulture cianobakterij Synechococcus sp. in Nodularia spumigena in odkrili, da gre tudi 
v tem primeru za negativno interakcijo. Planktonske Synechococcus sp. so inhibirale rast 
filamentozne N. spumigena tako v kokulturi kot tudi preko brezceličnega filtrata 
monokulture, vendar pa inhibicije v obratni smeri niso zaznali. Pri inhibirani N. 
spumigena so opazili upad koncentracije klorofila in karotenoidov, prišlo pa je tudi do 
lize celic. 
Downing et al. [69] so odkrili, da β-Ν-metilamino-L-alanin, ki ga izločajo nekatere alge 
in cianobakterije, lahko pri cianobakteriji Synechocystis sp. PCC 6803 ovira asimilacijo 
dušika in privede do oslabljene rasti ter izgube pigmentacije. Učinek iste spojine na 
cianobakterijo Synechococcus sp. TAU-MAC 0499 so raziskovali Vergou et al. [70], ki 
pa so ugotovili, da je inhibitorno delovanje spojine odvisno od prisotnosti dušika v 
gojišču, v nekaterih primerih pa povzroči povečanje sinteze fikocianina.
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5 Metode določevanja velikosti populacij v kokulturah s 
cianobakterijami ali algami 
 
Ključnega pomena pri študiju interakcij med organizmi v kokulturi je analiza sistema. S 
pristopi, ki so v glavnem prilagojenimi delu z monokulturami, je v kokulturah otežena 
kvantifikacija organizmov, prav tako pa je zapleteno tudi proučevanje mehanizmov 
interakcije [5]. Možna poenostavitev sistema je uvedba fizične pregrade [45] ali 
prenašanje brezceličnih filtratov med kulturami [65], vendar pa taki pristopi slabše 
posnemajo stanje v naravi, kjer so organizmi med seboj lahko v direktnem stiku. 
Analiza organizmov v kokulturi se lahko v grobem nanaša na dva pojma: karakterizacija 
— razvrščanje organizmov v kulturi v taksonomske skupine — in kvantifikacija — 
določanje številčnosti različnih organizmov. O metodah za karakterizacijo različnih 
organizmov v biološkem vzorcu pišejo Spiegelman et al. [71] in kot najmočnejše orodje 
za ta namen izpostavijo kloniranje DNA celotne združbe s hitrim pristopom (ang. shotgun 
cloning of whole community DNA). Za kvantifikacijo se najpogosteje uporabljajo 
različni načini štetja celic ali posrednega določanja. Primeri uporabe takih pristopov so 
razloženi v nadaljevanju. 
 
5.1 Štetje celic pod mikroskopom  
 
Splošen opis štetja algnih in cianobakterijskih celic pod mikroskopom je povzet v delu 
Guillarda in Sierackija [72]. S hemocitometrom ali drugimi podobnimi pripomočki lahko 
pod mikroskopom s svetlim poljem preštejemo celice v vzorcu, na podlagi tega pa z 
določeno statistično zanesljivostjo izračunamo gostoto celic v celotnem gojišču. Po 
podobnem principu lahko štejemo celice tudi s fluorescenčnim ali konfokalnim 
mikroskopom, kjer pa nam avtofluorescenca pigmentov ali uporaba selektivnih barvil v 
določenih primerih omogočata štetje samo izbranih organizmov.  
Kadar želimo določiti število celic v kokulturi mikroalge oz. cianobakterije in heterotrofa, 
lahko izkoristimo klorofil kot indikator za fototrofne organizme tako pod svetlobnim kot 
tudi fluorescenčnim mikroskopom. Croft et al. [44] so tako v vzorcu kokulture rdeče alge 
Porphyridium purpureum in bakterije Halomonas sp. obarvali DNA in, ko so združili 
sliki fluorescenece tega barvila ter fluorescence klorofila, so jasno ločili alge od 
bakterijskih celic. Segev et al. [57] so izkoristili podoben pristop in na osnovi slik 
faznokontrastnega mikroskopa, avtofluorescence klorofila in fluorescence barvila za 
mrtve celice prešteli delež mrtvih algnih celic v kokulturi. Beliaev et al. [50] so pri 
merjenju analizi celic v kokulturi s fluorescenčnim mikroskopom cianobakterije 
Synechococcus sp. vizualizirali na podlagi fluorescence fikocianina, heterotrofne 
bakterije pa so obarvali z akridin oranžnim. 
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Alge  se od bakterij v kokulturi običajno razlikujejo tudi po velikosti celic. To razliko sta 
izkoristila Bratbak in Thingstad [58], ki sta velikost populacije alge Skeletonerna 
costatum določila s štetjem pod faznokontrastnim mikroskopom na nanoplanktonskem 
števnem steklcu, število bakterijskih celic pa sta določila z barvanjem in štetjem pod 
fluorescenčnim mikroskopom. Osman et al. [60] so cianobakterije in heterotrofne 
bakterije v kokulturi ločili tako, da so obarvali DNA in proteine, nato pa so se zanašali na 
razliko v velikosti in obliki celic pri štetju pod fluorescenčnim mikroskopom.  
Skupini Amina et al. [49] in Kazamie et al. [45] sta za štetje alg vzorce fiksirali in obarvali 
z Lugolovo raztopino, ki zaradi joda škrob v algah obarva temneje kot ostale organizme 
[73], bakterijsko populacijo pa sta določili s precepljanjem vzorcev na agarne plošče in 
štetjem zraslih kolonij. 
De-Bashan et al. [74] so eksperiment s kokulturo bakterije Azospirillum brasilense in alge 
 Chlorella vulgaris oz. C. sorokiniana izvedli s celicami, koimobiliziranimi v alginatu. 
Za določanje populacije alge in bakterije so celice sprostili iz alginata ter alge prešteli z 
Neubauerjevim hemocitometrom, bakterije pa so precepili na agarne plošče in prešteli 
kolonije. Hernandez et al. [52] so za kokulturo bakterije Bacillus pumilus in alge 
Chlorella vulgaris uporabili enako metodo, le da so bakterije obarvali s fluorescinom in 
prešteli s fluorescenčnim mikroskopom. 
Štetje mikroorganizmov v kokulturi je bilo zapletenejše v primerih, kadar je šlo za same 
fototrofne organizme, in raziskovalci so se pri štetju opirali predvsem na razlike v obliki 
celic. Mikheev et al. [67] so raziskovali kokulturo alg Scenedesmus quadricauda in 
Monoraphidium arcuatum, ki se močno razlikujeta po obliki, tako da so ju lahko 
razlikovali pod svetlobnim mikroskopom. Felpeto et al. [68] so v kokulturi različnih 
cianobakterij izkoristili dejstvo, da je Synechococcus sp. planktonska, Nodularia 
spumigena pa nitasta. Planktonsko cianobakterijo so lahko prešteli pod svetlobnim 
mikroskopom, pri nitasti cianobakteriji pa so število celic preračunali na podlagi dolžine. 
Z nitastimi cianobakterijami je delal tudi Boyd [64], ki je proučeval kokulture 
cianobakterij in alg. Ker je bil glavni poudarek raziskave predvsem na rasti alg, je njihovo 
število določil s števnimi komorami, spremembe v rasti cianobakterij pa je le ocenil. 
 
5.2 Pretočna citometrija 
 
Pretočna citometrija je metoda, ki omogoča avtomatizirano štetje celic v vzorcu, omogoča 
pa tudi določevanje nekaterih lastnosti celic. O osnovnem principu delovanja in 
splošnemu pristopu štetja kultur alg in cianobakterij s pretočnimi citometri pišejo Marie 
et al. [75]. Ker lahko s to metodo poleg števila celic v vzorcu izmeri tudi njihovo velikost 
ter fluorescenco, je uporabna za ločeno štetje celic različnih mikroorganizmov v mešani 
kulturi, kot je prikazano v primeru z osmimi algami in dvema cianobakterijama v delu 
Marie et al. [75]. 
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Durham et al. [46] so število celic alge Thalassiosira pseudonana in bakterije Ruegeria 
pomeroyi v kokulturi določili s pretočno citometrijo. Celice so obarvali z nespecifičnim 
fluorescenčnim barvilom SYBR green II. Alge so ločili na podlagi sipanja svetlobe in 
fluorescence klorofila, bakterije pa so ločili na podlagi sipanja svetlobe in fluorescence 
dodanega barvila. Tudi Dziallas in Grossart [76], ki sta proučevala sestavo združb 
heterotrofnih bakterij v vodi s cianobakterijo Microcystis aeruginosa, sta pretočno 
citometrijo uporabljala za štetje cianobakterij v mešani kulturi. 
Segev et al. [57] so za štetje alg v kokulturi z bakterijami uporabili pretočni citometer, 
vendar so sumili na napake v rezultatih zaradi kopičenja bakterij na površini alg in so 
tako rezultate preverili tudi z mikroskopijo. Število bakterijskih celic so določili s štetjem 
kolonij na agarnih ploščah. 
Beliaev et al. [50] so primerjali deleža skupne biomase cianobakterije Synechococcus sp. 
PCC 7002 in bakterije Shewanella putrefaciens. S pretočno citometrijo so na podlagi 
velikosti in kompleksnosti celic lahko ločeno določili velikosti populacij obeh 
organizmov, na podlagi meritev velikosti celic pod mikroskopom pa so lahko preračunali 
skupen volumen in razmerje biomas. 
 
5.3 Posredne metode določanja celične gostote 
 
O posrednih metodah določevanja velikosti populacij alg in cianobakterij v kontekstu 
merjenja hitrosti rasti govorijo Wood, Everroad in Wingard [77]. Najpogostejši 
parametri, ki se uporabljajo za določevanje rasti, so in vivo fluorescenca, biomasa in 
optična gostota kulture, v nekaterih primerih pa so uporabne tudi koncentracija klorofila, 
škroba, proteinov ali drugih snovi. Avtorji poudarjajo, da je pred uporabo teh parametrov 
potrebno dokazati njihovo linearno korelacijo s številom celic v kulturi, običajno pa so 
zanesljivi le v eksponentni fazi rasti. 
Kot že omenjeno, je v kokulturi s heterotrofi klorofil zelo uporaben indikator za 
fitoplankton, in Durham et al. [46] so v enem od eksperimentov in vivo fluorescenco 
klorofila izkoristili za določanje rasti alg v kokulturi. Podobno se je analize lotil Abed 
[78], ki je raziskoval kokulturo cianobakterije in heterotrofov v kontekstu razgrajevanja 
ogljikovodikov, in za vrednotenje rasti cianobakterije meril absorbanco klorofila v 
ekstraktu. Wilson et al. [66] so o rasti alg in cianobakterij v mešani kulturi sklepali na 
podlagi več posrednih metod. Spremljali so fluorescenco klorofila v ekstraktu, izmerili 
pa so tudi količino celokupnih proteinov in o uspevanju diazotrofnih cianobakterij 
sklepali na podlagi analize fiksiranega dušika v gojišču. 
Watanabe et al. [51] so v eksperimentih s kokulturami alge Chlorella sorokiniana in 
heterotrofnih bakterij oz. glive rast alge spremljali z merjenjem optične gostote pri         
680 nm. Za večjo natančnost so s konfokalnim mikroskopom prešteli celice heterotrofa v 
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kokulturi in z umeritveno krivuljo število teh celic pretvorili v optično gostoto, ki so jo 
nato odšteli od izmerjene optične gostote za vzorec kokulture. Tako so dobili podatek o 
optični gostoti le za algo. Za odkrivanje dolgoročnega vpliva heterotrofov na rast alge so 
tekom več mesecev njeno rast spremljali tudi s štetjem celic in merjenjem absorbance 
klorofila v ekstraktu. 
Gautam et al. [53] so za vrednotenje rasti alg in cianobakterij v kokulturi tehtali posušeno 
biomaso vzorcev. Ker je bil glavni cilj raziskave odkriti možne načine za izboljšanje rasti 
alg, so vzorcem določili tudi celokupno količino lipidov in fiksiranega dušika. 
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6 Zasnova eksperimentalnega sistema za analizo kokultur 
 
6.1 Ozadje in osnovni princip metode 
 
Predlagana metoda omogoča spremljanje rasti različnih alg oz. cianobakterij v kokulturi 
na podlagi razlik v vsebnosti fotosinteznih pigmentov. Izbrana organizma bi gojili v 
skupnem gojišču (direkten stik med celicami), nato pa odvzeli alikvot, ki bi mu izmerili 
fluorescenco pri določeni ekscitacijski in emisijski valovni dolžini, s pomočjo umeritvene 
krivulje pa bi intenziteto fluorescence pretvorili v število celic. Valovni dolžini bi 
nastavili tako, da ustrezata vrhovom izbranih fotosinteznih pigmentov, na podlagi katerih 
bi organizma ločili (tabela 2). Če bi želeli analizirati rast obeh (ali več) organizmov v 
kokulturi, bi za najbolj natančne rezultate za vsakega potrebovali takšen par ekscitacijske 
in emisijske valovne dolžine, da prisotnost ostalih organizmov ne bi vplivala na 
fluorescenco. Idealen primer bi predstavljali algi oz. cianobakteriji, kjer ima ena od njiju 
veliko pigmenta A in čim manj pigmenta B, druga pa ravno obratno, pigmenta A in B pa 
bi imela čim bolj različne vrhove ekscitacije in emisije. V takem primeru, bi z merjenjem 
fluorescence A lahko določili koncentracijo celic prvega organizma, z merjenjem 
fluorescence B pa drugega. 
Za zanesljivo delovanje morajo pri uporabi metode za izbrane organizme veljati spodaj 
navedeni pogoji. Pred uporabo metode lahko pogoje preverimo s preliminarnimi 
eksperimenti. 
1. Fluorescenca pigmentov je linearno povezana s številom celic. 
2. Izbrani organizmi se morajo razlikovati po vsebnosti pigmentov, tako da se njuni 
fluorescenčni spektri znatno razlikujejo. 
3. Izbrani organizmi rastejo v istem gojišču. 
4. Vsebnost pigmentov v izbranih organizmih se tekom rasti ne sme bistveno 
spreminjati. 
Če ti pogoji veljajo, metoda predstavlja enostaven in hiter način vrednotenja rasti 
mikroalg in cianobakterij v kokulturi in nudi vpogled v njihove medsebojne interakcije. 
Za ponazoritev poteka predlagane metode je v nadaljevanju predstavljen primer 
hipotetičnega eksperimenta. 
 
  
 26 
 
6.2 Zasnova poskusa hkratnega gojenja dveh vodnih mikroorganizmov 
 
6.2.1 Izbira mikroorganizmov in preliminarni eksperimenti 
 
Za hipotetični eksperiment bi izbrali kokulturo cianobakterij Synechocystis sp. PCC 6803 
in Synechocystis limnetica. Cianobakteriji uspevata v gojišču BG-11 [15, 16] (pogoj 3) 
razlikujeta pa se tudi po pigmentih (pogoj 2). Glavni pigmenti pri S. PCC 6803 so 
fikocianin, alofikocianin in klorofil a, medtem ko fikoeritrin ni prisoten [28, 79]. S. 
limnetica je bogata s fikoeritrinom [80], vendar pa kot večina cianobakterij vsebuje tudi 
fikocianin in alofikocianin. Prisotnost fikocianina pri obeh vrstah izbrani vrsti ločuje od 
idealnega primera opisanega zgoraj, vendar bi razlika v količini prisotnega fikocianina v 
celicah ene in druge vrste lahko vseeno omogočala dovolj dobro razlikovanje med njima. 
V nadaljevanju bi tako s fluorescenco fikoeritrina določali rast vrste S. limnetica, s 
fluorescenco fikocianina pa S. PCC 6803, saj se ta pigmenta dovolj jasno razlikujeta po 
ekscitacijski in emisijski valovni dolžini (tabela 2).  
Prvi preliminarni eksperiment, ki bi ga izvedli, je določitev in vivo spektrov za fikocianin 
in fikoeritrin. Cilj eksperimenta bi bil določiti optimalne ekscitacijske in emisijske 
vrhove, saj se natančne vrednosti v nativnih strukturah [81] lahko razlikujejo od podatkov 
pridobljenih z izoliranimi pigmenti (tabela 2), hkrati pa lahko prihaja tudi do majhnih 
razlik med vrstami [21]. Za fikocianin bi tako posneli emisijski spekter pri 620 nm in 
ekscitacijski spekter pri 640 nm, za fikoeritrin pa emisijski spekter pri 563 nm in 
ekscitacijski spekter pri 570 nm. Če vse spektre posnamemo pri obeh organizmih, lahko 
eksperiment služi tudi kot dokaz, da se fluorescence organizmov pri izbranih valovnih 
dolžinah zares dovolj razlikujejo. Za zadovoljitev pogoja 2 bi morali biti fluorescenci 
fikoeritrina pri S. PCC 6803 in fikocianina pri S. limnetica zanemarljivi. 
Po tem ko bi s prvim preliminarnim eksperimentom določili valovne dolžine za nadaljnje 
eksperimente in potrdili veljavnost pogoja 2, bi z drugim preliminarnim eksperimentom 
preverili linearnost odnosa med fluorescenco in številom celic (pogoj 1). Za obe vrsti 
pripravimo različno redčene vzorce monokultur ter jim izmerimo fluorescenco pri 
ustreznih valovnih dolžinah. Pripravili bi naslednji umeritveni krivulji: fluorescenca 
fikoeritrina v odvisnosti od št. celic vrste S. limnetica in fluorescenca fikocianina v 
odvisnosti od št. celic S. PCC 6803. Če sta umeritveni krivulji linearni, smo potrdili pogoj 
1. 
Da bi dokazali časovno neodvisnost vsebnosti pigmentov v celicah (pogoj 4), bi lahko 
ponovili prvi preliminarni eksperiment (določanje spektrov) po določenem obdobju 
gojenja monokultur. Da bodo rezultati tretjega preliminarnega eksperimenta bolje 
napovedali morebitne spremembe v končni kokulturi, moramo monokulturi gojiti enako 
dolgo in pod enakimi pogoji, kot nameravamo gojiti kokulturo. Po določenem obdobju 
odvzamemo vzorca monokultur, ju razredčimo, da bo koncentracija celic primerljiva 
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vzorcem, s katerimi smo opravili prvi preliminarni eksperiment, ter jima posnamemo 
spektre na enak način kot v prvem preliminarnem eksperimentu. Če se spektri pred in po 
obdobju gojenja ne razlikujejo bistveno, se pigmenti v celicah očitno niso spremenili in 
potrdili smo pogoj 4. 
 
6.2.2 Vzpostavitev kokulture 
 
Kokulturo bi pripravili tako, da bi v sveže gojišče BG-11 inokulirali določen volumen S. 
limnetice in S. PCC 6803, ki so predhodno rastle v gojišču BG-11. Z izbiro razmerja 
volumnov lahko nadzorujemo začetno razmerje cianobakterij v kokulturi. Mikheev et al. 
[67], ki so raziskovali interakcije med dvema mikroalgama v kokulturi, so na primer 
kokulturo pripravili v 50 mL gojišča, algi pa so dodali v razmerju 1:1 in sicer vsake 25 
000 celic/mL. Alternativni pristop je izbral Boyd [64], ki je najprej v monokulturah 
določil potrebno začetno koncentracijo celic za zmerno rast, nato pa v kokulture različne 
vrste inokuliral tako, da so bile njihove hitrosti rasti primerljive. 
Zaradi relativno počasne rasti cianobakterij bi kokulturo gojili na primer 5 tednov, 
aseptično pridobljene vzorce pa bi analizirali dvakrat na teden. Eksperiment bi delali v 
treh ponovitvah. 
  
6.2.3 Merjenje fluorescence in določanje števila celic 
 
Vzorcu kokulture bi s fluorimetrom izmerili fluorescenco fikoeritrina in fikocianina pri 
ekscitacijski in emisijski valovni dolžini, ugotovljeni s prvim preliminarnim 
eksperimentom. Na podlagi umeritvene krivulje iz drugega preliminarnega eksperimenta 
bi na podlagi fluorescence fikoeritrina preračunali število celic S. limnetica na podlagi 
fluorescence fikocianina pa S. PCC 6803. 
 
6.2.4 Preverjanje točnosti s štetjem celic 
 
Zaradi možnosti spreminjanja vsebnosti fotosinteznih pigmentov v kokulturi bi v začetni 
fazi rezultate predlagane metode sproti primerjali s štetjem celic pod mikroskopom. Ko 
bi vzorcu izmeril fluorescenco, bi iz njega pripravil mikroskopski preparat in celice obeh 
vrst prešteli pod fluorescenčnim mikroskopom. Vrsti bi ločeno šteli na podlagi 
avtofluorescence fikoeritrina, kot so predlagali Waterbury et al. [82], in fikocianina, 
podobno kot Beliaev [50].
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7 Razprava 
 
Glavna značilnost kokulture, ki jo ločuje od monokultur, je prisotnost dveh ali več vrst 
organizmov v istem sistemu, zato metoda, s katero bi analizirati rast v taki kulturi, nujno 
temelji na načinu ločevanja organizmov. Ločitev organizmov lahko dosežemo z uvedbo 
fizičnih barier, kot na primer v eksperimentu z dializnim črevom Kazamie et al. [45], ali 
pa organizme ločeno analiziramo na podlagi razlik med njimi. Večina raziskovalcev, ki 
so pri analizi kokultur izbrali ta pristop, so celice različnih vrst razlikovali na podlagi 
velikosti, prisotnosti pigmentov ali oblike. 
Pri analizi kokultur s fotoavtotrofnimi in heterotrofnimi mikroorganizmi je priročna 
razlika prisotnost klorofila in številne raziskave so to izkoristile kot temelj svoje metode 
[44, 46, 57, 78]. Nekoliko zahtevnejša je analiza kokultur različnih cianobakterij ali alg, 
saj lahko v tem primeru celice razlikujemo le na podlagi oblike in velikosti [64, 67, 68] 
ali nekaterih drugih razlik. Zaradi pomanjkanja praktičnih rešitev pri analizi kokultur 
cianobakterij in alg predlagamo metodo spremljanja rasti alg ali cianobakterij na podlagi 
fluorescence antenskih pigmentov. Metoda omogoča hiter in enostaven način za analizo 
interakcij organizmov v kokulturi brez potrebe po barvanju ali genskemu spreminjanju 
organizmov. 
Razlike v fluorescenci antenskih pigmentov za vrednotenje rasti kokultur se uporabljajo 
že na primer pri pretočni citometriji in štetju pod fluorescenčnim mikroskopom, vendar 
ima predlagana metoda v primerjavi z njima nekatere prednosti. Predlagana metoda za 
merjenje fluorescence potrebuje fluorimeter, ki je uporaben tudi za številne druge analize, 
in se tako ne zanaša na uporabo dragega pretočnega citometra, v primerjavi s štetjem pod 
fluorescenčnim mikroskopom pa je prednost predlagane metode v hitrosti. 
Predlagana metoda za čim bolj predvidljivo delovanje temelji na štirih pogojih, ki morajo 
veljati za izbran sistem. Potreba po preliminarnih eksperimentih za preverjanje teh 
pogojev je glavna slabost predlagane metode in njeno uporabnost omeji na organizme, ki 
se razlikujejo po pigmentih in sestave pigmentov ne spreminjajo tekom rasti. Tabela 3 
prikazuje najpogostejše pigmente pri različnih taksonomskih skupinah alg in 
cianobakterij, medtem ko razporejenost fikoeritrina pri cianobakterijah opisuje Bryant 
[28]. Na podlagi razširjenosti pigmentov vidimo, da bi do največjih razlik prišlo predvsem 
pri kokulturah, kjer ima eden od organizmov fikoeritrin (določene cianobakterije ali rdeče 
alge), drug pa klorofil b ali druge klorofile (zelene alge, alge kraljestev Chromista ali 
Protista). Kljub precejšnjim razlikam pri sestavi karotenoidov pri omenjenih organizmih 
pa so ti načeloma šibki fluorescenčni pigmenti, zato bi lahko bili za predlagano metodo 
manj uporabni [25].  
Poleg omejitve na organizme z različnimi pigmenti pa zanesljivost predlagane metode 
temelji tudi na korelaciji med intenziteto fluorescence in številom celic. Za pravilno 
vrednotenje števila celic v kokulturi mora biti fluorescenca določenega pigmenta v 
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linearni odvisnosti s številom celic, poleg tega pa se količina pigmenta na celico v kulturi 
ne sme spreminjati. Wood et al. [77] komentirajo, da je količina nekaterih komponent v 
celicah stalna le tekom stabilne rasti (na primer v eksponentni fazi) in lahko variira, če 
pride do spremembe pogojev. Pomanjkanje pomembnih hranil v gojišču lahko povzroči 
zmanjšano celično koncentracijo pigmentov [83], tako da bi kompeticija za katerega od 
glavnih hranil v kokulturi, ki ji želimo izmeriti fluorescenco, lahko privedla do napačnih 
rezultatov. Poleg kompeticije se pigmentacija lahko spreminja tudi zaradi alelopatije med 
organizmi [68–70], kar celotno sliko dodatno zaplete. 
Načeloma bi lahko k predlagani metodi dodali dodaten preliminarni eksperiment, ki bi 
odgovoril na vprašanje, ali se vsebnost pigmentov v izbranih organizmih spreminja ob 
prisotnosti drugih organizmov, vendar bi imel tak eksperiment podobne težave, kot jih 
predlagana metoda želi rešiti (npr. kako bi ločeno obravnavali celice vsake vrste in 
pigmente v njih). Namesto dodatnega preliminarnega eksperimenta bi tako ob vsaki 
meritvi fluorescence celice tudi prešteli in, če bi se števila celic, ugotovljena s tema 
metodama, razlikovala, bi lahko sklepali, da je prišlo do sprememb v sestavi pigmentov 
v celicah in predlagana metoda za analizo ni primerna. Če bi na dovolj velikem številu 
primerov dokazali, da predlagana metoda pravilno napove število celic v kulturi, bi lahko 
za izbrane organizme preverjanje s štetjem opustili. 
Wood et al. [77] so pri splošnem opisu pristopov za analizo rasti alg in cianobakterij 
komentirali tudi povečano možnost kontaminacije kultur, kadar za analizo sproti 
odvzemamo alikvote. Ker predlagana metoda temelji na takem pristopu, bi lahko možnost 
kontaminacije zmanjšali tako, da bi odvzem potekal z aseptičnimi metodami, hkrati pa bi 
eksperiment izvajali v več ponovitvah. 
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8 Zaključki 
 
Cilj diplomskega dela je bil predstaviti gojenje alg in cianobakterij v kokulturah ter 
predlagati eksperimentalni sistem, ki bi omogočal določanje števila celic v kokulturah 
cianobakterij in alg. Predlagana metoda je hitra in omogoča razlikovanje pigmentiranih 
celic na podlagi fluorescence fotosinteznih pigmentov. Medtem ko ima predlagana 
metoda nekatere prednosti pred trenutno razpoložljivimi metodami, pa bi bilo njeno 
zanesljivost potrebno še temeljito preizkusiti. Zaradi zanašanja na razlike v fotosintetskih 
pigmentih je nabor vrst, ki jih bi bilo možno analizirati, omejen, prav tako pa metoda 
zahteva vrsto preliminarnih eksperimentov. Nadaljnje raziskave bi lahko metodo 
izboljšale, tako da bi se lahko njena uporabnost razširila na več različnih kombinacij 
organizmov.
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